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EXTRATO

YAMADA, Cecilia Mioko, M.S. Universidade Federal de Vigosa, novembro de
1999. Detecgiio de microrganismos endofiticos em frutos de café.
Orientador: Daison Olzany Silva. Conselheiros: Maria Catarina Megumi
Kasuya e Eldo Antdnio Monteiro da Silva.

A presenga ¢ a distribuigdo de bactérias e leveduras em frutos de café,
desinfestados superficialmente, foram observadas, utilizando-se técnicas de
microscopia com coloragdes biologicas € fluorocromo, inclusdo em parafina ¢
técnicas imunologicas. As preparagdes a fresco € de inclusio em parafina
possibilitaram observar a existéncia de um gradiente de distribuigdo de bactérias
e leveduras na polpa do café, com predominio de leveduras em sua por¢do mais
externa. Foram encontradas, também, bactérias nas sementes de café. A aplicagdo
de fluoresceina diacetato, em cortes a fresco, ndo se mostrou eficiente, dada a
dificuldade de visualizagdo dos microrganismos in sifu ¢ a inespecificidade da
reagdio. Os anticorpos especificos, para a bactéria Klebsiella oxytoca, foram
obtidos; porém, a aplicagdo de imunofluorescéncia usando anticorpos como
sonda, para detecgdo das bactérias, em tecidos de frutos de café, necessita de

adaptagdes.
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ABSTRACT

YAMADA, Cecilia Mioko, M.S. Universidade Federal de Vigosa, November,
1999. Detection of endophytic bacteria in coffee fruits. Adviser: Daison
Olzany Silva. Committee Members: Maria Catarina Megumi Kasuya and Eldo
Antdnio Monteiro da Silva.

The presence and distribution of bacteria and yeast in coffee beans
disinfected superficially were observed microscopically with biological and
fluorochromic dyes, permanent slides and immunological techniques. Fresh
preparations and permanent slides permitted observation of the existence of a
distribution gradient of bacteria and yeast within the coffee pulp, with a
predominance of yeast in the outer portion. Bacteria were also found in the
coffee seeds. Application of fluorescein diacetate in fresh cuts was not found
efficient due to difficulty in visualizing the microorganisms in situ and the non
specificity of the reaction. Specific antibodies for the bacteria Klebsiella oxytoca
were obtained but the application of immunofluorescence using antibodies as
probes for the detection of bacteria in coffee bean tissues requires further

adaptations.
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1. INTRODUCAO

O Brasil sempre ocupou a posigdo de maior produtor e exportador de
café no mundo. Porém, as safras brasileiras, que representavam de 70% a 80%
das vendas mundiais de café, no inicio do século, cafram para aproximadamente
25%, em virtude, principalmente, da baixa qualidade do produto. Ainda assim, 0
pais continua mantendo a posi¢ao de destaque no mercado internacional,
influenciando a balanga comercial.

A melhoria na qualidade do café brasileiro vem ocorrendo, ndo so pela
exigéncia dos paises consumidores, mas também para obtengdo de pregos
melhores.

A qualidade do café pode ser influenciada por fatores como espécie,
variedade, estadio de maturagdo, processos € microrganismos envolvidos na
fermentagio, além da presenga de endofiticos.

Qo conhecidos como endofiticos, 0s microrganismos presentes no
interior de tecidos vegetais, € cuja planta hospedeira ndo apresente sintomas
aparentes.

A influéncia desses microrganismos, em tecidos saudaveis de frutos de
café, auxilia o processo de fermentagdo natural, embora a fermentagdo inicial
ocorra como resultado de enzimas naturais presentes nos frutos. Os produtos de

hidrolise, resultantes da degradagdo de componentes especificos da polpa, podem
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influenciar a qualidade da bebida. Assim, a inoculagdo de microrganismos
favordveis a melhoria da qualidade da bebida, em plantulas de café, pode
favorecer a produgdo de caf¢ de qualidade superior.

Siio escassas as informagdes sobre a importéncia desses microrganismos
sobre a qualidade da bebida, ¢ ndo ha qualquer informagdo sobre a distribuigdo
dessa microbiota em frutos de café, bem como sua observagdo in situ.

Para observar 0$ microrganismos endofiticos em frutos de Coffea
arabica, este trabalho teve como objetivos: a) adequar téenicas de microscopia €
imunoldgicas que possibilitem a observagdo de microrganismos in situ; ¢ b)

observar a sua distribuigdo nos tecidos internos desses frutos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e situagdio atual do cafe

O café ¢ originario da Abissinia, atual Etiopia, sendo que a palavra
“café” vem do arabe, Kahoua ou Qahwa, 0 excitante. As primeiras sementes
foram introduzidas no Brasil, em 1727, trazidas da Guiana Francesa pelo
sargento-mor Francisco de Melo Palheta (LEITE, 1998). Cultivado inicialmente
nas provincias do norte do pais, a produgdo da rubiacea sO comegou a S€ expandir
a partir do momento em que s¢ iniciou a plantagdo no Rio de Janeiro. O clima ¢
as terras férteis transformaram o Brasil no maior produtor mundial do produto no
final do século XIX. A partir dai, a cafeicultura deixou de ter um carater
essencialmente rural € passou a ser fonte de recursos para a urbanizagao ¢
industrializag@o (TAGLIALEGMA, 1996). [lustragdes da rubiacea em moedas €
brasdes demonstram bem sua influéncia na cultura brasileira. Hoje, a cultura de
café ¢ explorada comercialmente por cerca de 50 nagdes, €Il quatro dos €inco
continentes, excegdo feita a Europa em virtude dos fatores climaticos (LUCAS,
1986).

A produgdo e 0 consumo mundial de caf¢é estio em torno de 94 ¢ 98

’

milhdes de sacas, respectivamente (ANUARIO ESTATISTICO DO CAFE,



1997). O Brasil vem se destacando no mercado internacional como 0 maior
produtor de café, contando com uma participagdo correspondente a 28% da
produgio mundial (Figura 1). O estado de Minas Gerais detém 38% da produgdo
do café brasileiro e, junto aos estados de S0 Paulo, Espirito Santo e Parana,
concentra 88% da produgdo total do pais (TAGLIALEGMA, 1996). Em 1997,
somente o café teve uma participagdo de cerca de 6% sobre o total de todos 0s
produtos exportados (ANUARIO ESTATISTICO DO CAFE, 1997). Em
conseqiiéncia, qualquer fator que venha, de alguma maneira, comprometer a
produgio e, ou, a produtividade do cafeeiro refletird diretamente na balanga

comercial do pais e nas disponibilidades internacionais.

Restante da Asia

e Oceania (0
8% Indonésia

7%

Africa
20% Brasil
28%
América Central
13%
Colombia

Meéxico 14%

5% Restante da
América do Sul
5%

Figura 1 - Distribui¢do da produgdo mundial de café: média 1986 — 1995.
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2.2. A Qualidade do café e de sua bebida

Apesar de ser 0 maior produtor € exportador mundial, 0 Brasil encontra-
se com a qualidade do café superada pelos cafés do Quénia, da Etiopia ¢ da
Coldmbia (BARTHOLO et al., 1989).

A qualidade do caf¢ ¢ definida segundo as caracteristicas dos graos em
relagiio a tipo (nimero de graos imperfeitos ou impurezas/300g), cor (indica o
grau de envelhecimento do café), peneira (baseia-s¢ nas dimensoes e forma dos
grios), aspecto (permite prever a boa ou ma torragdo), gdsto da bebida (consiste
na “prova de xicara”). De acordo com esses toOpicos, a bebida do café recebe
classificagdes como sendo estritamente mole (gosto doce e muito suave), mole
(doce suave), apenas mole (suave), duro (gosto aspero), riada (gosto leve de rio),
rio (gosto aspero lembrando iodoformio) ou rio zona (CHALFOUN et al., 1992).

Como a qualidade do caf¢ é o fator determinante de seu valor no
momento da comercializagdo, tem-se verificado intensa pressdo dos paises
consumidores, a fim de que a oferta de café de qualidade superior seja ampliada
(CHALFOUN et al., 1992). Sendo o café brasileiro um dos poucos produtos
agricolas que tem seu prego vinculado a parimetros qualitativos, deliberou-se, em
mar¢o de 1978, a Resolugdo n® 12.178 aprovada pela Comissdo Nacional de
Normas ¢ Padrdes para Alimentos, fixando padroes de qualidade ¢ identidade
para alimentos € bebidas, incluindo o café (CHALFOUN et al., 1992).

Diversos outros estudos surgiram para impulsionar a melhoria na
qualidade do caf¢ brasileiro, como influéncia do estado de maturagio (KRUG,
1945: GARRUTI ¢ GOMES, 1961; BARTHOLO et al., 1989); pulverizagoes
com calda bordaleza (KRUG, 1945); atividade de polifenol oxidase (AMORIM e
SILVA, 1968); composi¢ao quimica do fruto (AMORIM ¢ TEIXEIRA, 1975;
BARTHOLO et al., 1989); caracteristicas fisico-quimicas de grdos beneficiados
de cafés (CARVALHO ¢ CHALFOUN, 1985); secagem do caf¢ em terreiro € em
secador de leito fixo (CASTRO, 1991); langamento de inumeras variedades de

sementes que representam pelo menos 90% do total de café plantado atualmente



no Brasil (FAZUOLI, 1999); ¢ incidéncia de microrganismos (KRUG, 1945;
BITANCOURT, 1957; ROUSSOS et al., 1995; SOUZA ¢ CARVALHO, 1997).

2.3. Conceito de microrganismos endofiticos

Unger (1832), citado por PETRINI (1986), foi 0 primeiro a mencionar 0
termo endofiticos; porém, considerou ser uma expressio teratologica da propria
planta e ndo o reconheceu como uma entidade separada. Essa definigio levou 0s
fitopatologistas a considerarem 08 microrganismos endofiticos como patogenos
de plantas.

Como resultado de estudos sobre a relagio simbidtica de fungos ¢
bactérias em raizes de plantas superiores, 0 classico conceito de que tecidos de
plantas saudaveis sdo livres de microrganismos tem sido modificado (HOLLIS,
1951). Assim, diversos estudos t&m sido realizados viabilizando entendimento da
associagfio entre microrganismos ¢ plantas, seja com 0S epifiticos, cuja
colonizagéo ocorre na superficie da planta, ou com 0s endofiticos.

Nessa ultima situagdo, o lermo endofiticos tem recebido diversas
defini¢des, entre as quais menciona-se que microrganismos endofiticos sdo0 0s
que ocorrem naturalmente no ‘nterior dos tecidos vegetais e vivem em associagdo
com a planta hospedeira (MENELEY ¢ STANGHELLINI, 1974; BUGBEE et al.,
1987). PETRINI (1986) propds que a defini¢do de microrganismos endofiticos
fosse ampliada, incluindo todos os organismos que, habitando a parte externa dos
Orgdos da planta, fossem capazes de colonizar, em algum estadio do seu ciclo de
vida, os tecidos internos dos vegetais, sem causar dano aparente a planta. Mais
recentemente, HALLMANN et al. (1997) conceituaram bactérias endofiticas,
como sendo aquelas bactérias isoladas ou extraidas de tecidos vegetais

desinfestados superficialmente € que visivelmente ndo causam dano a planta.



2.4. Localizagio e ocorréncia de endofiticos

De acordo com McINROY ¢ KLOEPPER (1995), o nicho interno de
algumas plantas ¢ explorado por uma ampla variedade de bactérias, as quais
parecem estar localizadas, preferencialmente, na parte mais baixa do caule, com
um gradiente em declinio que vai da base ao Lopo (CAMERON, 1970; FISHER
et al., 1992). Isso sugere que a alta incidéncia de endolfiticos ndo causa qualquer
prejuizo fisioldgico particular (CARROLL, 1995), ¢ que as bactérias podem-se
locomover de forma ascendente da raiz para o caule durante o desenvolvimento
da planta (FISHER et al., 1992; GAGNE et al., 1987). Segundo a hipotese de
SUNDIN et al. (1988), o movimento de bactérias endofiticas poderia ocorrer de
forma semelhante ao movimento de translocagio metabolica para a folha durante
0 outono.

A evidéncia visual sugere que alguns endofiticos ocupam dominios
extremamente limitados dentro do tecido de plantas ¢ podem, freqiientemente,
estar confinados a uma Gnica célula epidérmica, subsidiaria ou hipodérmica
(STONE, 1987). Também, SAMISH et al. (1962) reconhecem existir, em tecidos
vegetais e frutos, um gradiente de densidade de populagdes bacterianas mais
abundante, quando na periferia, a qual pode ser possivelmente indicativo da
dire¢iio de entrada dos microrganismos

TERVET ¢ HOLLIS (1948) estudaram culturas de tomate, cenoura e
beterraba assintométicas e revelaram a presenga de bactérias endofiticas com
formas semelhantes a clostridio ¢ bastonetes Gram negativos.

Ha, na literatura, uma diversidade de bactérias endofiticas isoladas de
uma ampla variedade de espécies de plantas como batata (HOLLIS, 1951, DE
BOER ¢ COPEMAN, 1974), tomate (SAMISH et al,, 1962), pepino (SAMISH et
al, 1962; MENELEY ¢ STANGHELLINI, 1974), citrus (GARDNER et al.,
1982), alfafa (GAGNE et al., 1987), beterraba (BUGBEE et al., 1987), algoddo
(MISAGHI ¢ DONNDELINGER, 1990), péra (WHITESIDES ¢ SPOTTS, 1991),
milho (FISHER et al., 1992), uva (BELL et al., 1995) ¢ polpa de café¢ (TAUK,
1984: ROUSSOS et al., 1995; JIMENEZ-SALGADO et al., 1997). Vem sendo
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relatada, também, a presenga dessa microbiota, em diferentes tecidos vegetais,
comumente encontrados em raizes e, mais raramente, em xilema (GARDNER et
al., 1982) ¢ em sementes ¢ Ovulos (MUNDT ¢ HINKLE, 1976; McINROY ¢
KLOEPPER, 1995).

2.5. Microrganismos e qualidade da bebida do café

Os primeiros trabalhos publicados, correlacionando a incidéncia de
microrganismos que afetam a qualidade da bebida do café, datam de 1936,
quando foi detectada a presenga do micélio de Fusarium, em graos de café,
prejudicando a qualidade da bebida (KRUG, 1940a).

Partindo da hipdtese de serem 0s microrganismos 0s responsaveis pela
origem dos cafés duros, KRUG (1940b) observou a presenga de fungos ¢
bactérias em 21% de cafés secos no chio, e auséncia desses microrganismos em
frutos cereja, associando a ma qualidade da bebida a maior permanéncia dos
frutos no chio e, conseqiientemente, & maior incidéncia de fungos.

Ainda estudando a relagiio entre microrganismos ¢ qualidade da bebida
do café, KRUG (1941) verificou que de um ataque mais intenso de certos
microrganismos, obtém-se uma bebida pior. Assim, para 0 grupo de bebida
“mole”, de um total de 9,28% de frutos com microrganismos, 3,38% eram
Fusarium , como, também, para o grupo de bebida “rio”, dos 54,5% dos frutos
colonizados por microrganismos, 34,5% eram Fusarium.

BITANCOURT (1957) realizou isolamentos de microrganismos em caf¢s
cereja em diferentes fases do preparo, no cafezal ¢ no terreiro de secagem,
observando uma abundéancia de certos fungos e diversas bactérias, verificando,
ainda, a presenga de leveduras, um grupo diferenciado de microrganismos, as
quais foram reunidas sob o nome de Torula spp, com ocorréncia de 55% nos
frutos do café seco no terreiro. Resultado semelhante foi obtido por ROUSSOS et

al. (1995).



Uma das primeiras explicagdes sobre um dentre os varios fenomenos que
afetam a qualidade da bebida foi proposta por MONACO (1961), o qual relata
que o gosto de cebola da bebida advém de um produto da fermentagdo, o dcido
propidnico. A quantidade desse produto depende dos microrganismos presentes
no café, descartando, assim, as condigdes de cultivo, a altitude, o clima ou a
colheita como promotores do indesejavel gosto de cebola do café, apds a infusdo.
Entretanto, 0s  agentes responsdveis  pela transformagdo  continuam
desconhecidos, pois virias sdo as espécies de leveduras, fungos e bactérias
introduzidas no tanque de fermentagdo, pela 4gua e pelo café despolpado
(MEIRELLES, 1990).

As bactérias isoladas de calCs fermentados foram descritas €cOmMO
pectinoliticas, gram-negativas, ndo-formadoras de esporos ¢ fermentadoras de
lactose (Frank e Dela Cruz, 1964; Frank et al., 1965, citados por ARUNGA,
1982). Entretanto, em amostras de café cereja da variedade Bourbon, foram
também encontrados fungos pectinoliticos ¢ leveduras (MIENCHU ¢ ROLZ,
1973).

TAUK (1984) encontrou maior nimero de bactérias e leveduras na parte
central do tecido da polpa fresca do caf€é, enquanto fungos miceliais somente
foram detectados quando a polpa estava cm fase mais avangada de
decomposigdo, indicando que ocorreu uma sucessio na comunidade de
microrganismos. Esse autor ainda sugere que a presenea de bactérias e leveduras
na polpa fresca seja decorrente da sua preferéncia por agicares ¢ compostos
menos complexos para seu desenvolvimento, enquanto o surgimento posterior de
fungos ¢ actinomicetos seja decorrente de sua capacidade de usar compostos

intermediarios ou mais complexos como celulose, quitina ¢ lignina.

2.6. Microrganismos e estruturas internas de frutos de café

A alta concentragio de aglicares, a presenca de substincias pécticas

juntamente com o teor de umidade elevado da polpa constituem fontes de
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fermentagdes, propiciando condigdes excelentes para O desenvolvimento
microbiologico em frutos de café (LEITE, 1998), conduzindo a hipotese de que
microrganismos pectinoliticos podem ter significado particular na fermentagdo do
café (ARUNGA, 1982).

A maturagio do café inicia-se com 0 aumento da atividade respiratoria e
com a sintese do etileno, proporcionando o metabolismo de agucares € acidos, a
degradagdo da clorofila ¢ a sintese de pigmentos responsaveis pela mudanga da
coloragdio da casca, que passa do verde a coloragio vermelho cercja, além do
decréscimo de adstringéncia ¢ a sintese de substincias volateis como aldeidos,

estéres, cetonas ¢ alcbois, que caracterizam O aroma do fruto maduro
(CARVALHO ¢ Cl IALFOUN, 1985).

Durante a secagem, essa polpa do caf¢ natural ¢ digerida e liquidificada,
constituindo material alimentar para a semente, propiciando uma continuago do
seu metabolismo e da respiragdo. Essas mudangas quimicas modificam 0 sabor
do café. Uma diversidade de microrganismos, tais como leveduras, fungos ¢
bactérias, encontrando condigdes favordveis para desenvolvimento, produzem
suas proprias enzimas, que agem sobre 0s componentes quimicos da polpa,
principalmente sobre os agucares, fermentando-os ¢ produzindo dlcool. Este ¢
desdobrado em #cido acético, latico e butirico ¢ em outros acidos carboxilicos
superiores. Ao se iniciar a produgdo de dcido butirico, comega a haver prejuizo
na qualidade do caf¢é (CARVALHO e CHALFOUN, 1985).

Varios pesquisadores vém mostrando, repetidamente, que O desarranjo da
polpa, durante a fermentagdo inicial, ocorre como resultado da atividade de
enzimas naturais do cal¢ cereja, mas que 0S principais fatores em fermentagOes
naturais sdo as enzimas extracelulares, elaboradas por microrganismos
(CARVALHO e CHALFOUN, 1985). Outro fator que contribui para confirmar a
presenga de enzimas, em alguma fase do desenvolvimento do fruto, sdo as
medi¢des de pll, uma vez que sementes de café ndo-fermentado apresentaram pH
entre 5,4 ¢ 6,4 e, durante a fermentagdo, ocorreu um decréscimo do pH para 3,7,

em estudos realizados por MENCHU e ROLZ (1973).
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A complexidade do processo de fermentagdo desafia qualquer firme
conclusdio sobre microrganismos especificos responsaveis por todo o fendmeno.
i mais provavel que varios microrganismos contribuem com suas enzimas, as
quais degradam componentes especificos da polpa (ARUNGA, 1982).

A casca, o pergaminho € as peliculas do café funcionam como protegao
(LEITE, 1998) e, provavelmente, a transposi¢do da barreira, presente em
sementes e ovulos, ocorre durante a germinagdo ¢ o desenvolvimento da radicula,
uma vez que cerca de 90% das plantulas pesquisadas ja possuiam bactérias no
xilema, estabelecendo, entdo, a presenca de endofiticos anterior & germinagdo
(McINROY e KLOEPPER, 1995).

De acordo com MUNDT e HINKLE (1976), as bactérias individuais
atravessam as barreiras mecanicas da planta, resistem aos mecanismos protetores
vitais, que normalmente funcionam para prevenir o parasitismo bacteriano, € sao
levados e depositados dentro do ovulo. Porém, quando esse rompimento do ovulo
e de alguns dos cascos duros da semente torna-sc mais dificil, podem ser
encontradas bactérias entre O €asco da semente ¢ o cotilédone (MUNDT ¢

HINKLE, 1976).

2.7. Técnicas para detecgio de microrganismos endofiticos

Como os endofiticos ndo causam alteragdes fenotipicamente observaveis,
a detecgdio de sua presenga dentro do tecido hospedeiro, ndo pode ser realizada
de maneira causal. Segundo REINHOLD-HUREK e HUREK (1998) para se
comprovar que uma determinada bactéria ¢ capaz de colonizar endofiticamente
espécies vegetais, devem ser realizados estudos microscopicos. Esses estudos
devem seguir alguns critérios: a) deve-se prevenir que bactérias da superficie do
6rgio vegetal contaminem 0O interior dos tecidos, durante a preparagio dos cortes
histologicos; e b) as bactérias visiveis no tecido vegetal, especialmente de plantas
cultivadas em solo ndo-estéril, devem ser identificadas in situ, imunologicamente,

através de sondas génicas especificas ou através de genes reporter.
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GARDNER et al. (1982), ap6s isolar 30 géneros de bactérias
provenientes do xilema de raiz de limdo, utilizaram solugdes aquosas de fucsina
4cida 0,1% e de vermelho Congo 0,1%, infiltradas a véacuo, dentro de segmentos
de raiz de limdo, e procederam aos corles para observagio das areas coradas,
verificando, assim, de quais tecidos procedeu o xilema extraido contendo as
bactérias.

A coloragiio com o corante cristal violeta, para a observagdo de bactérias
endofiticas em sciva de folha de pimenta, também tem sido mencionada como
eficiente, pois resultados similares foram observados para 0S anticorpos
especificos conjugados com FITC, os quais interagiram com as bactérias
(MORTON, 1964).

STONE (1987) procedeu a desinfestagdo superficial de ramos de
pinheiro de Douglas, seguida da coloragdo com azul de Tripan 0,05% em
lactofenol e aplicou a téenica de desidratagdo, por meio de séric etilica
progressiva, seguindo-s¢ aplicagio de silol-etanol e trocas de xilol e montagem
em laminas de vidro com Permount, pard estimar a freqiiéncia e a infecgdo do
fungo endofitico.

A produgdo de anticorpos para bactérias extraidas de tecidos vegetais tem
permitido a utilizagdo desses, como sonda em procedimentos de
imunofluorescéncia, possibilitando, com isso, a detecglio especifica de bactérias ¢
confirmagiio da colonizagdo in situ . A precisdo dessa técnica pode ser
melhorada, aumentando-se a concentragdo bacteriana em uma amostra, ou
amplificando-se a reagdo do anticorpo (KLOEPPER ¢ BEAUCHAMP, 1992),
com auxilio da liofiliza¢do.

Uma das mais importantes consideragdes no  uso de técnicas
imunofluorescentes, para a identificagdo de microrganismos, € a possibilidade de
anticorpos produzirem reagdo cruzada com determinantes antigénicos de outras
bactérias (DE BOER ¢ McNAUGHTON, 1986), somando-s¢ o fato da
fluorescéncia do tecido vegetal ser comum (HOOD ¢ SHEW, 1996). Lsses

fatores tém limitado a observagdo in situ.
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Entre os procedimentos aplicados a detecgdo ¢ identifica¢do de bactérias
endofiticas, em sistemas de plantas, encontra-s¢ a produgdo de anticorpos
policlonais contra essa microbiota ¢ conjugagdo com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (MORTON, 1964) e peroxidase (SCHLOTER et al., 1997),
podendo a quantificagdo do endofitico ser efetuada pela técnica ELISA
(SCHLOTER et al., 1997).

Como métodos adicionais de detecgdo da presenga do antigeno, citam-se
a imunodifusdo dupla de Ouchterlony, que possibilita uma rapida avaliagdo de
tecidos vegetais, embora ndo seja visto como um teste exclusivo para
determinagdo final (SCHAAD, 1976; MALIN et al., 1983) e imunodot-blot
(DRACZ, 1996). O procedimento de sonicagdo das suspensdes de antigenos para
facilitar o movimento deste, através do agar, também tem sido relatado (MALIN
etal., 1983).

Uma razdo da limitada aplicagio de anticorpos tem sido o rapido
desenvolvimento de sondas moleculares com base na seqiiéncia de DNA e sua
utilizagdio crescente na detecgdo de bactérias associadas a tecidos vegetais (DE

BOER e WARD, 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos frutos

Foram coletados frutos de café Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho,
nos estadios de maturagiio verde e cereja de cafeeiros existentes na cole¢do da
se¢dio de café, na Estagio Experimental do campus da Universidade Federal de
Vigosa. Também foram coletados os frutos de café C. arabica da variedade
IAPAR 59, provenientes da regido de Londrina-PR., os quais foram utilizados
para fins de comparagio da existéncia ou ndo de microrganismos.

Periodicamente, os frutos foram coletados com auxilio de instrumento
cortante, retirando-se o fruto com parte do pedunculo, para evitar ferimentos que
poderiam constituir via de entrada de microrganismos'.}I As amostras [oram
separadas, de acordo com o estadio de maturagdo, em sacos de polietileno e, apds
desinfestagdio superficial, foram conservadas em geladeira, por no maximo trés
dias.

Sendo a produgdo dos frutos sazonal, apos a coleta € desinfestacdo
superficial, alguns frutos foram estocados a -20°C, permitindo, assim, sua

adequada conservagdo e a continuidade do estudo.
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3.2. Cortes histologicos a fresco

Os frutos coletados foram desinfestados superficialmente pela lavagem
com solugdo detergente, enxagiie com agua destilada estéril, imersdo rapida em
solugdio de dlcool 70%, novo enxagiie com agua destilada estéril e manutengdo
em dgua oxigenada 5V por dois minutos (VIANA et al., 1997) e, posteriormente,
enxagiie com agua destilada estéril.

Apos esse procedimento, os tecidos de frutos frescos foram seccionados
transversal e longitudinalmente em criomicrotomo (Leica CM 1850), com
espessura de corte de 10 a 20 um. Foi aplicado solugdo de goma arabica como
suporte do fruto no criomicrotomo. A cada corte de um novo fruto, a navalha do
criomicrotomo foi desinfestada com élcool 70%.

Para se prevenir a ocorréncia de artefatos de técnica, cuidadosas lavagens
dos cortes foram efetuadas para remogdo do material particulado aderido aos
cortes (WACHSTEIN e MEISEL, 1953). E, em outros casos, 0s cortes foram
imedia_tamenlc transferidos para laminas de vidro (7,5 x 2,5 x 0,17 cm).

Sobre esses cortes, foram aplicados os corantes biologicos Giemsa,
safranina aquosa, cristal violeta e azul de toluidina 0 com os tempos de 0,5, 1 e
2 min. Para fins de comparagdo, foram preparadasllﬁminas, a partir de culturas
axénicas de leveduras e Klebsiella oxytoca, isoladas de frutos de caf¢ (VIANA et
al., 1997), utilizando-se 0s mesmos corantes.

.Ulilizou-se também a técnica de colorag¢@o diferencial de Gram, que
consistiu em imersdes sucessivas do corte em solugdo de cristal violeta, por um
minuto, lugol (mordente) pelo mesmo tempo, solugdo de HCl IN (agente
descolorante) por 25 segundos e, por ultimo, solugdo de fuccina (contra-corante)
por um minuto. Entre cada etapa, o material foi lavado em agua destilada.

Apos as coloragdes, as secgdes foram observadas com ocular de 40 ¢ 100
vezes de aumento em microscopio de campo claro de transmissdo Jenaval / Zeiss,

e fotomicrografadas.
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3.3. Inclusio em parafina

Apos a etapa de desinfestagdo superficial, os frutos de café foram
emblocados em parafina.

De inicio, fez-se a fixa¢do do material em FAA (formalina/acetato
glacial/etanol 50%), durante 48 horas, para fixagdo da estrutura vegetal. Foi
empregado bomba de vacuo durante €ss¢ processo, para eliminagdo de bolhas de
ar em fissuras do tecido vegetal (HALLAS, 1976), que ocorrem durante trocas do
altimo banho de xilol ¢ da primeira parafina, durante embebigdo, dificultando
infiltragdio da parafina no tecido.

Posteriormente, efetuou-se desidratagdo seqiiencial em uma série de
alcool etilico 60%, 70%, 80% e 90%, seguindo-se uma série de etanol-butirico
2:1, 1:1 e 1:2, e um intervalo de quatro horas entre cada troca (SASS, 1958).

Em seguida, procedeu-se a infiltragdo, embebicio e emblocamento do
material em parafina, passando, a seguir, a estufa, a temperatura controlada para
60°C (JOHANSEN, 1940). Nessa etapa, a amostra foi mantida imersa em alcool
butirico puro por 1 hora, e em dlcool butirico puro e parafina (1:1) durante 24
horas, & temperatura ambiente. Ap0s esse tempo, levou-se o material para estufa,
a 60°C, por quatro horas. Realizaram-se, entdo, duas trocas de parafina liquida
pura, onde se manteve cada banho de parafina em estufa a 60°C, por duas horas.
O material foi mergulhado em parafina e cera de abelha 10%, e, em seguida,
foram montados os bloquinhos de parafina.

Os cortes transversais dos materiais, na espessura entre 10 ¢ 20 pm,
foram feitos em microtomo rotativo (Spencer modelo 820), o qual permitiu a
obten¢dio de cortes sucessivos numa ordem seqiiencial. Esses cortes foram
dispostos sobre lamina de vidro com adesivo de Haupt (JENSEN, 1962). Sobre a
lamina, foi adicionada uma gota de agua e, entdo, foram transferidas as fitas de
parafina com os cortes. A fita foi distendida, colocando-se as laminas sobre placa
quente a 40 - 45°C, evitando-se, assim, enrugamento durante a etapa de coloragao

(JOHANSEN, 1940).
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O processo de desparafinizagdo foi efetuado apos 24 horas, imergindo-se
as ldminas com os cortes em xilol 100%, xilol e alcool 100% (1:1), alcool 100%,
90%, 80%, 70% ¢ 60%, cada qual com tempo de espera de 10 min.

Para o processo de coloragdo, adicionou-se safranina de Johansen,
mantendo-se um tempo de reagdo de uma hora. Posteriormente, utilizou-se alcool
50%, 60%, 70%, 80% e 90%, "fast green", dalcool absoluto, xilol e alcool
absoluto (1:3), xilol e alcool absoluto (1:1), xilol e alcool absoluto (3:1) e duas
imersoes em xilol. Foi empregado, para cada reagdo, um (empo de cinco minutos.

A lamina com o corte, foi adicionado balsamo de Canada e coberta com

laminula e mantida em chapa quente a 35°C at¢ a secagem (JOHANSEN, 1940).

3.4. Aplicaciio de fluorocromo em cortes a fresco

Fluoresceina diacetato (3,6-diacetil fluoresceina) a 0,2% em acetona,
alternativa de colorago testada, a qual, apos ser desesterificada dentro de célula
ativa, resultou em fluoresceina polar facilmente visualizada em microscopio de
fluorescéncia (OPARKA e READ, 1994).

Foram preparadas laminas a partir de culturas axénicas de K. oxyfoca ¢
de leveduras; laminas com K. oxyfoca ¢ fluoresceina diacetato; leveduras e
fluoresceina diacetato: corte do fruto de café e corte do fruto de calé com
fluoresceina diacetato.

Apds a confecgdo, as laminas foram incubadas por duas horas, a
temperatura ambiente, no escuro, observadas com objetiva de 40 e 100 vezes de
aumento, tanto em microscopio de campo claro como em fotomicroscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 60), com filtro de excitagdo de 450 - 480 nm

(CMA; quinacrina) e fotomicrografadas.

17



3.5. Preparo das emulsdes imunogénicas

Trés formas do imunégeno K. oxytoca foram inoculadas, em diferentes
coelhos, como descrito a seguir:

a) Imunogeno integro I:

As bactérias K. oxytoca foram crescidas em caldo nutriente por 15 horas,
a temperatura ambiente. Ao fim desse tempo, fez-se a centrifugagao a 5.000 rpm,
por 10 min, e ressuspensdo em solugdo salina 0,85%. Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes. Apds esta lavagem do sedimento de bactcrias,
foram adicionados 300 mL de solugdo salina 0,85%, igual ao volume inicial de

caldo nutriente.

b) Imundgeno integro 11

A bactéria K. oxytoca foi crescida em placa com agar nutriente, por 24
horas, a temperatura ambiente. Fez-se um acréscimo de 10 mL de solugdo tampao
fosfato 0,1M, pH 7,35, estéril, ¢ raspagem do meio com auxilio de alga de

Drigalski.

¢) Imundgeno rompido:

A suspensdo de K. oxytoca crescida em 1.000 mL de caldo nutriente foi
centrifugada a 5.000 rpm, por 10 min, ¢ ressuspendidas em 2,0 mL de solug@o
tampdo fosfato 0,1M, pH 7,35. Essa solugio foi adicionada até completar um
volume final de 35 mL. Posteriormente, as células foram pressurizadas (French
Pressure Press Cell) e as células rompidas foram coletadas em recipientes ¢

mantidas em banho de gelo, sendo conservadas a —20°C.

3.6. Imunizag¢io de coelhos

Antecedendo a imunizagdo dos animais, foi coletado o sangue dos

coelhos (soro) através de uma pequena incisdo longitudinal na veia marginal da

18



orelha. O sangue foi mantido a temperatura ambiente, por duas horas, ¢, em
seguida, em geladeira, por aproximadamente trés horas, sendo o soro coletado e
centrifugado a 5.000 rpm, por cinco minutos ¢ congelado a —20°C.

Os trés coelhos escolhidos para imunizagao foram machos, brancos, da
raca Nova Zelandia, com aproximadamente trés meses de idade, os quais foram
mantidos isolados e alimentados apropriadamente. Foram submetidos a
imunizago por via intramuscular na pata ¢, ou, subcutanea, cada qual
consistindo na aplicagio de adjuvante incompleto de Freund e solugdo salina
0,85% contendo os imunogenos (1:1). Para as inoculagdes intravenosas, O
imunogeno foi inoculado na veia marginal da orelha do animal, sem uso de
adjuvante. Foi mantido um intervalo de 15 dias entre cada aplicagdo. Ao final das
quatro primeiras inoculagdes, foram aplicadas doses de refor¢o da emulsao, via
subcutanea, seguindo-se 0 mMESMO intervalo de tempo entre as aplicagdes
(DRACZ, 1996). Os antissoros foram coletados sete a doze dias apos cada
imunizagio.

Outra espécie de animal imunizado, para avaliagdo da resposta
imunoldgica contra K. oxytoca, [oi 0 camundongo. Nessa etapa, foram utilizados
cinco camundongos, cuja via de imunizagdo foi a intraperitoneal, e aplicada
aliquota de 0,1 mL, retirada da emulsdo adjuvante incompleto de Freund 1:1 e
solugdio salina 0,85% contendo 0 imunogeno. Decorridos sete dias, foi inoculado
o tumor de Hellich. Apos quinze dias da imunizagdo, recolheu-se o liquido

ascitico, para observagio da resposta imunologica.

3.7. Procedimento para obtengio do antigeno solivel

A suspensio de células de K. oxyfoca (item 3.5.b.) foram aquecidas a
temperatura de ebuligdo da dgua por uma hora. O material foi centrifugado ¢ o
sobrenadante conservado a -20°C (MEZENCIO, 1981). Esse mesmo
procedimento foi feito para Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (XCV), que

foi utilizada como controle positivo. Essa bactéria foi escolhida em fungio de ser
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um fitopatogénico isolado de plantas, da facilidade de acesso ao material e do
conhecimento do bom titulo de seu antissoro.

Em situagdes em que as bactérias foram crescidas em caldo nutriente a
temperatura ambiente, por aproximadamente 24 horas, foram feitas trés lavagens
consecutivas do sedimento com solugdo salina 0,85% e centrifugagdo a
5.000 rpm, por 10 min. A massa celular foi, entdo, ressuspendida em solugio
tampdo fosfato 0,1M, pH 7,35, e submetida a solubilizagdo por fervura, como
acima descrito.

Em algumas fases do experimento, trabalhou-se com o antigeno soluvel,
obtido por fervura, e sonicado. O processo de sonicagdo foi realizado a 4°C, com
freqiiéncia constante e amplitude de 40 a 60 watts (Labsonic System). Apos a
sonica¢io, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min e o

sobrenadante coletado e conservado a —20°C.

3.8. Ensaios para verificagiio da presenga de anticorpos

3.8.1 Microaglutinagiio em gota

Para a diluicdo do antissoro anti (&) K. oxyfoca, utilizou-se uma
microplaca contendo 96 orificios. A cada um dos 12 orificios de uma linha foram
adicionados 50 pL de solugdo salina 0,85%. No primeiro orificio, foram
adicionados 50 pL do antissoro. Apés homogeneizagdo, 50 pL do conteado do
primeiro orificio foram transferidos para o seguinte, repetindo-se esse
procedimento até o ultimo orificio. O processo foi repetido para cada antissoro.
Uma placa de Petri com o fundo revestido por uma fina camada de 0,3% de
Formvar em cloroféormio, foi dividida em 16 quadrados de tamanhos iguais

(Figura 2) (MEZENCIO, 1981).
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Figura 2 — Esquema da distribui¢do das posigdes em placa de Petri, para
realizagdio da microaglutinagdo em gota.

Cada dilui¢do do antissoro foi transferida para a sua respectiva posi¢ao
na placa de Petri enumerada. O antissoro ndo-diluido foi transferido para as
posigdes 13 e 14. Em seguida, foi adicionada a solugdo de antigeno K. oxytoca,
em todas as posigdes, exceto para a posi¢do 14, na qual foi adicionada,
igualmente para a posigdo 15, solugdo salina 0,85%.

Ap6s trés horas de reagdo, em temperatura ambiente, foi observada sob
lupa, a mudanc¢a de intensidade das malhas de precipitagdo ou aglutinagdo, de
acordo com a variagiio das diluigdes do antissoro. Para determinagdo dos titulos
de aglutinagdio, utilizou-se o inverso da dilui¢do obtida na placa de Petri em que

houve reagio.

3.8.2 Imunodifusio radial simples

Nessa técnica, um dos reagentes, o antigeno K. oxytoca soluvel (item 3.7)
ou o anticorpo o K. oxytoca, foi incorporado ao agar fundente. Aliquota de 1,0
mL do antigeno K. oxytoca soluvel foi transferida para um tubo de ensaio
contendo 10 mL de agar fundente em tampdo salina borato pH 8,4 — 8,5. Essa
mistura foi vertida em placa de Petri ou em laminas de vidro (5 x 7 x 0,2cm),
previamente recobertas por uma fina camada de agar-agua 0,1%. O sistema foi

mantido em geladeira até a solidificagdo (MEZENCIO, 1981).



Foram feitos orificios, com cerca de 3,0 mm de didmetro, no gel. Com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur, acoplada a uma bomba de vicuo, foi retirado o
gel seccionado. A um dos orificios foram adicionados 10 pl. do respectivo
antissoro o K. oxytoca e, em outro orificio, 10 pl. da XCV solavel (controle
positivo).

A placa foi incubada a temperatura ambiente por 8 a 12 horas. Apos esse

periodo, observou-se presenga ou ndo de um halo formado em torno dos orificios.

3.8.3 Imunodifusio dupla de Ouchterlony

Sobre placa de Petri ou em laminas histologicas de vidro (5 x 7 x 0,2
cm), previamente recobertas por uma fina camada de agar - dgua a 0,1%, verteu-
se 0 dgar em tampdo salina borato pH 8,3.

Apos a solidificagdo do gel, foram feitos orificios de 3,0 mm de
diametro, em forma de roseta, distanciados 5,0 mm entre os orificios. Com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur, acoplada a uma bomba de vacuo, foi retirado o
gel seccionado.

Ao orificio central, foram adicionados 10 pl. de antigeno soltvel nédo-
diluido. Nos orificios periféricos, foram adicionados 10 pl. dos antissoros
diluidos (item 3.8.1), respeitando-se a ordem crescente de diluigdo
(OUCHTERLONY, 1968).

Para verificar se a solug@o de antigeno poderia conter particulas de peso
molecular maior, que poderia estar interferindo na reagdo, a solugdo de antigeno
soltvel foi centrifugada a 5.000 e a 10.000 rpm, por cinco minutos. Esses dois
sobrenadantes foram postos a reagir com o antissoro a K. oxyloca e,
posteriormente, foi observada a reagdo.

A verificag¢dio da presenga ou nio de bandas de precipitagdo foi feita 8 a
12 horas ap6s a incubag@o a temperatura ambiente.

Utilizou-se XCV e seu respectivo antissoro como controle positivo.
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3.8.4 Purificagiio de IgG por método nio-cromatogrifico

Preparou-se o antissoro o K. oxytoca na concentragio de 20% em tampao
acetato 60mM pH 4,0, corrigindo-se o pH da solugdo para 4,5, com NaOH 0,1N.
A essa solugiio, adicionou-se, lentamente, dcido caprilico na proporgéo de
25 puL/mL de amostra diluida. Apos 30 min de agitagdo constante, fez-se a
centrifugagdo a 11.000 rpm, por 30 min.

O sobrenadante foi filtrado e, a cada volume deste, misturaram-se nove
volumes de tampio salina fosfato 10x. O pH foi ajustado para 7,4 com solugdo de
NaOH 1IN e refrigerado a 4°C. Os passos subseqiientes foram todos executados a
4°C.

Adicionou-se sulfato de amonio (0,277 g para cada mL de sobrenadante),
com subseqiiente agitagio por 30 min ¢ centrifugagio a 5.500 rpm, por 40 min. O
sobrenadante foi descartado ¢ o sedimento ressuspendido, na propor¢do de
10 volumes do volume inicial do antissoro, para 1 volume do tampdo salina
fosfato diluido 1/10.

A didlise da amostra foi feita por 24 horas, em PBS diluido 1/10, sendo
feita uma troca da solugdo apos, aproximadamente, 10 horas de dialise.

O material dialisado foi transferido para um tubo de ensaio ¢ aquecido a
50-55°C, em banho-maria, por 20 min. Posteriormente, fez-se a centrifugagio a
5.500 rpm, por 20 min, e o sobrenadante foi armazenado a —20°C (McKNNEY ¢
PARKINSON, 1987).

Como controle positivo da téenica, utilizou-se XCV ¢ seu respectivo

antissoro.

3.8.5 Contraimunoeletroforese

Uma das superficies de uma lamina de vidro (5 x 7 x 0,2 cm) foi

previamente coberta com uma fina camada de agar - agua 0,1%. Adicionou-se,
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lentamente a lamina, 4gar nobre 0,7% em tampdo de corrida pH 8,6, de modo que
se formasse uma camada de 1,0 mm de espessura. Apos solidificagdo do gel,
foram feitas duas fileiras de orificios de 3,0 mm de didmetro. O espagamento
utilizado foi de 0.4 cm entre as cavidades, ¢ 1,0 cm entre as fileiras (DRACZ,
1996).

A cada orificio, foram adicionados 10 pl. do antissoro o K. oxytoca
disposto no anodo (pélo positivo). No citodo (polo negativo), foram adicionados
10 pL do antigeno K. oxytoca solivel. Ambos os reagentes foram posicionados
€m um mesmo eixo.

As laminas foram colocadas em aparelho de eletroforese horizontal com
tampdo de corrida pH 8,6, utilizando-se papel-filtro com uma Gnica camada. A
corrida eletroforética foi realizada a temperatura ambiente, durante duas horas,
(Bio-Rad Pac 3.000) e corrente de 10 mA. Ao fim dessa corrida, foi observada a
presenca ou nio de bandas de precipitagio entre os orificios.

Foi utilizado XCV e seu respectivo antissoro como controle positivo.

3.8.6 Coloracdo de bandas de precipitagio

Para coloragio ¢ melhor visualizagio das bandas de precipitagdo
formadas na imunodifusdo dupla e na contraimunoeletroforese, foi realizada a
coloragiio por azul de Coomassie G-250 (DRACZ, 1996).

Foi colocado um papel-filtro sobre a ldmina a ser corada e, sobre este,
uma camada de aproximadamente 2,0 cm de espessura de papel-filtro, prensando-
se a lamina com uma carga de aproximadamente 1,0 kg, durante 10 min.
Decorrido esse tempo, o gel foi secado com ar quente. A lamina foi imersa em
uma solugdo de NaCl 0,1N, durante 15 min, para a retirada de proteinas ndo-
precipitadas. Repetiu-se esse procedimento por mais duas vezes. Imergiu-se a
lamina em dgua destilada por 15 min. Em seguida, foi feita nova prensagem e
secagem da lamina, como descrito anteriormente. Colocou-se a ldmina em

solugdo corante de azul de Coomassie G-250, durante 10 min. A descoloragdo foi
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feita em solugdo de igual composigdo a do corante, porém, sem o azul de
Coomassie. Apds essa etapa, somente as bandas de precipitagdo formadas

permanecem coloridas de azul.

3.8.7 Imunodot-blot

A produgio de anticorpo especifico foi também verificada por
“imunodot-blot”, utilizando-se membrana de nitrocelulose e IgG de cabra a
coelho conjugada com peroxidase (DRACZ, 1996).

Uma aliquota de 2 pL da solugdo de bactérias K. oxytoca soluveis e ndo-
diluidas e diluidas 1/2 foram homogeneizadas com tampdo carbonato bicarbonato
0,2M, pH 9,6, na proporgio de 1:1, e adsorvida em membrana de nitrocelulose, e
posta a secar a temperatura ambiente.

Apés a secagem, a membrana foi lavada sob agitagdo constante, por 10
min, em 200 pl. de tampdo salina fosfato pH 7,4 contendo Tween 20 (PBST).
Essa etapa foi repetida por mais duas vezes. A cada troca, a solugdo de PBST foi
aspirada com bomba a vdicuo. Foram feitas lavagens da membrana, como
anteriormente descrito.

Foram adicionados 50 pL de antissoro o K. oxytoca ndo-diluido e nas
diluigdes de 1/4, 1/16, 1/64 ¢ 1/128, em PBST, mantendo-se por uma hora sob
agitacio constante. Fez-se nova lavagem da membrana, como anteriormente
descrito.

Aliquota de 100 pL de IgG de cabra a coelho conjugada com peroxidase,
em diferentes diluigoes, em PBST, foi submetida a agitagdo constante, por uma
hora, e efetuou-se uma tltima lavagem.

Utilizando-se agitagdo constante, foram adicionados 150 pl. de solugdo
de diamino benzidina, preparada somente no momento do uso, com tempo de
reagio de 10 min. Ao término desse intervalo, a reagdo foi interrompida com
adi¢iio de agua destilada, que foi aspirada posteriormente com uso de bomba a

vacuo, sendo observada, a olho nu, a forma¢do ou ndo de um produto de
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colora¢dio marrom, o qual precipita no sitio de reagio, em virtude da reagdo da
enzima com o substrato soltvel.

Utilizou-se XCV e seu respectivo antissoro, como controle positivo da
técnica. Avaliou-se esse antigeno ndo-diluido, diluido 1/2, 174, 1/8, 1/16 e 1/32,
com seu respectivo antissoro ndo-diluido, diluidos 1/2, 1/4, 1/8, 1/10, 1/16, 1/20,
1/32.

3.8.8 Imunofluorescéncia indireta

Preparou-se esfregago com culturas axénicas de XCV e de K. oxyfoca,
sendo este ultimo antigeno utilizado, quando em solugdo salina 0,85% e quando
em caldo nutriente; e na sua forma soluvel e soluvel e sonicada.

As laminas foram fixadas com metanol por cinco minutos, lavadas com
tampdo PBS e secadas a temperatura ambiente ou em cimara secadora de gel.

Foram adicionados, a cada lamina contendo células de K. oxytoca, o soro
(controle negativo), o antissoro o K. oxytoca e o antissoro liofilizado. Adicionou-
se 4 lAmina com XCV o antissoro a K. oxytoca. Procedeu-se a incubagido das
laminas, em cAmara umida em banho-maria, a 37°C, por 45 min. ApoOs esse
periodo, fez-se nova lavagem ¢ secagem das laminas, como ja descrito
(OLIVEIRA, 1998).

Foi adicionado IgG de cabra a IgG de coelho conjugado com FITC nas
dilui¢oes de 1/128, 1/40 ¢ 1/10, com PBS, e fez-se a incubagdo em cédmara umida
em banho-maria, a 37°C, por 45 min, no escuro. Repetiu-se a etapa de lavagem e
de secagem das laminas.

O contra-corante, azul de Evans, foi adicionado as laminas ¢ mantido por
trés minutos, com posterior lavagem em édgua destilada. A observagio foi feita em

fotomicroscopio de epifluorescéncia, com filtro de excitagdo de 450-480 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cortes histologicos de frutos de café

A posigio transversal do corte do fruto de café e a espessura de 10 pm
mostraram-se mais adequadas para observagio, tanto das estruturas vegetais,
quanto dos microrganismos internos a esses tecidos.

Nio se observaram diferengas nos cortes obtidos em criomicrotomo,
considerando-se a presenga de microrganismos, nos cortes, quando lavados ou
quando transferidos dirctamente para a lamina. Adotou-se, entdo, esse ultimo
procedimento, pois, embora a técnica de lavagem do corte tenha sido efetuada
para se prevenir a ocorréncia de artefatos de técnica (WACHSTEIN e MEISEL,
1953), a solugdo utilizada poderia redistribuir 0s microrganismos no corte,
alterando o resultado original.

Apesar da utilizagdo de diversos corantes, ndo foi possivel verificar um
padrio de coloragdo de bactérias ¢ de leveduras, quando as mesmas foram

observadas isoladamente ou diretamente em cortes de fruto de caf¢ (Figura 3).
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Coloragio co Giemsa. Barra.clié' escala= 10 ;.Ll'l‘l.l ‘

Figura 3 - Células de leveduras A) crescidas em meio de cultura; e B) em células
da regido da polpa de frutos de café (setas).

Uma possivel explicagdo para essa diferenca no padrdo de coloragéo de
microrganismos, quando isolados e quando in sifu, € a alteragdo na coloragdo em
fungdo do pH do meio em que se encontram os microrganismos (SEELEY
JUNIOR ¢ VAN DEMARK, 1972). Esses autores explicam que a carga da célula
bacteriana pode sofrer alteragdes, de tal forma que, a um pH elevado, a carga
negativa dentro da célula aumenta, aumentando, assim, sua atra¢do por corantes
bésicos (cationicos). Comentam, também, que, em pH mais baixo, a intensidade
de coloragdo pode ser modificada. Esse fenomeno ndo ocorre nas situagdes em
que os microrganismos sdo crescidos em meio de cultura.

A alteragdo do pH na polpa € resultante do processo de fermentagio
efetuado por enzimas naturais do café cereja e por enzimas extracelulares
elaboradas por microrganismos (MENCHU e ROLZ, 1973; CARVALHO e
CHALFOUN, 1985). Porém, ndo ¢ possivel explicar completamente, ¢ com
certeza, quando a afinidade dos corantes para certos componentes das células e
tecidos, sdo alterados por mudangas no pH (GALIGHER e KOZLOFF, 1971).

Todas as coloragdes testadas detectaram a presenca de bactérias e
leveduras na polpa dos frutos de café da variedade Catuai (Figura 4). Resultado

similar também foi observado na polpa de café da variedade IAPAR 59,
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proveniente da regido de Londrina-PR. Outros autores também tém observado
fungos filamentosos, além de bactérias e leveduras (TAUK, 1984 e ROUSSOS et
al., 1995).

i JERY |

Barra de escala = 10 pm

Figura 4 - Cortes de regido da polpa de frutos de café corados pela A) técnica de
Gram; B) Giemsa; C) safranina aquosa; D) cristal violeta e E) azul de
toluidina O, sendo B = bactérias; L = leveduras.

Todos os corantes bioldgicos apresentaram resultados satisfatérios,
proporcionando a observagdo das estruturas internas ao fruto de caf€ e, em alguns
casos, a coloragdo diferencial entre tecidos € microrganismos.

Os cortes dos frutos, obtidos tanto em criomicrétomo quanto no material
fixado e incluido em parafina, demonstraram existir um predominio de leveduras
na por¢io mais externa da polpa do fruto. Foram observadas, também, diferencas
na colonizagiio da polpa de frutos verde e cereja nos cortes inclusos em parafina
(Figura 5 e Quadro 1).
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Barra de escala = 10 |.Lm As ses indicam as leveduras e as bactérias.

Figura 5 - Células da regido da polpa de fruto de café cereja corado com
safranina de Johansen pelo método da parafina. A) leveduras; ¢ B)
bactérias.

Quadro 1 — Distribui¢do da microbiota em cortes da regido da polpa de frutos de
café Coffea arabica, observada em material incluido em parafina

Amostras Resultados

Café verde Muitas bactérias e distribuidas por toda a polpa
Poucas leveduras e principalmente na periferia.

Café cereja Bactérias distribuidas por toda a polpa
Elevada ocorréncia de leveduras na periferia.

A existéncia de um gradiente de densidade de popula¢des microbianas
também tem sido observada por outros autores em tomate (SAMISH et al., 1962).
Para tecidos da polpa de café, verificou-se a ocorréncia de uma sucessio, na
comunidade de microrganismos, @ medida que a polpa avangava para a
decomposi¢do (TAUK, 1984), sugerindo preferéncia por determinados

constituintes da polpa do café, a qual propicia uma rica fonte de fermentagio
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constituida de aguicares, pectinas, minerais, lipidios ¢ proteinas (ROUSSOS et al.,
1995).

A caracteristica de rigidez da semente de frutos de caf¢, dificultou &

=

obten¢do de cortes histologicos integros e, provavelmente, pode ter reduzido a
eficiéncia da etapa de fixagio na téenica de inclusdo do material em parafina.

Esperava-se que a semente se apresentasse estéril, considerando-se a
existéncia de mecanismos protetores na semente e também a sua rigidez.
Entretanto, em todas as técnicas empregadas em cortes de semente, foram
observadas estruturas semelhantes as das bactérias (Figura 6). A auséncia de
microrganismos, em cortes obtidos em criomicrétomo, da variedade IAPAR 59
(Figura 7), demonstrou que as bactérias observadas nesses tecidos ndo foram
resultado de um arraste ocasional durante os cortes, feito pela ldmina do
criomicrotomo.

A observagio de cortes de semente da variedade Catuai, preparadas pela
inclusdo em parafina, na qual todos os constituintes internos ao fruto sao fixados
¢ 0 risco de introdugdo de contaminantes externos ao fruto tornam-se reduzidos,
corrobora também a hipotese de que microrganismos possam estar presentes
também em sementes.

Isso concorda com os resultados obtidos por MUNDT e HINKLE (1976),
GARDNER et al. (1982) ¢ McINROY e KLOEPPER (1995). Estes dois ultimos
autores sugeriram que a presenga de endofiticos ocorre antes da germinagdo.
MUNDT e HINKLE (1976) propdem, ainda, que a observagiio dessas bactérias,
no tecido, deve-se ao fato de que elas sdo capazes de atravessar as barreiras

mecénicas da planta, sdo transportadas e depositadas dentro do 6vulo.
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Setas indicam bactérias. Barra de escala = 10 pm.

Figura 6 - Corte transversal de semente de fruto de café corado com A) safranina
aquosa; B) técnica de Gram; C) cristal violeta; D) método de inclusdo

em parafina.

Figura 7 - Corte transversal de semente de fruto de café verde IAPAR 59 corado
com Giemsa, mostrando auséncia de microrganismos nas células
vegetais e conseqiiente inexisténcia de contaminagio durante execugdo
da técnica.
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4.2. Fluoresceina diacetato em cortes de frutos de café

Nas l4minas preparadas com solugdo de fluoresceina diacetato e de goma
arabica, ndo se observou rea¢do, tanto em microscopio de campo claro quanto em
fotomicroscépio de epifluorescéncia. Essas laminas foram preparadas a fim de se
observar se artefatos oriundos das solugdes poderiam estar interferindo nos
resultados, mascarando a coloragdo fluorescente.

Comparando-se laminas contendo esfregago de K. oxyfoca e das
leveduras crescidas em meios de cultura, com e sem adi¢do do fluorocromo,
pode-se observar que as leveduras ndo apresentam autofluorescéncia
(Figura 8(A)). Em presenga do fluorocromo, a fluoresceina desesterificada
acumula dentro da célula, fluorescendo (OPARKA e READ, 1994), indicando,
entdo, uma possibilidade de aplicagdo dessa técnica para diferenciagdo entre

leveduras e o tecido vegetal (Figura 8(B)).

Fotomicroscopio de epifluorescéncia com filtro de excitagdo de 450 - 480 nm. Barra de escala = 20 um.

Figura 8 - Células de leveduras crescidas em meio de cultura A) sem
fluorocromo; € B) com fluorocromo.

Adigdo de fluorocromo, de forma semelhante ao ocorrido com corantes,

quando aplicados a cortes histologicos, ndo apresentou um padrdo de coloragiio

33



de microrganismos quando isolados e quando in situ. Além disso, a auséncia de
contrastes visuais no tecido observado, em virtude da baixa intensidade de
fluorescéncia da microbiota, dificultaram a observagdo em fotomicroscopio de

epifluorescéncia de microrganismos presentes na polpa (Figuras 9 ¢ 10).

A) miroscépio de campo claro ¢ B) fotomicroscopio de epifluorescéncia com filtro de excitacdo de 450 -
480 nm. Barra de escala = 20 pm. Deve-se observar autofluorescéncia dos tecidos vegetais.

Figura 9 - Corte de regido de polpa de fruto de café verde observado na mesma
posi¢do.

3 F55

A) microscépio de campo claro e B) fotomicroscopio de epifluorescéncia com filtro de excitagdo de 450 -
480 nm. Barra de escala = 20 um. As setas indicam componentes do tecido vegetal.

Figura 10 - Corte de regido da polpa de fruto de café verde com fluoresceina
diacetato observado na mesma posigao.
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Embora, para essa situa¢dio, o pH da polpa possa ndo estar interferindo
na fluorescéncia, a autofluorescéncia comum aos tecidos vegetais (HOOD e
SHEW, 1996) limitou a eficiéncia desse método para fins de observagado in situ.
Cloroplastos, grios de amido e vacuolos sdo sitios comuns de autofluorescéncia
(OPARKA e READ, 1994) que poderiam estar sendo visualizados na lamina.
Aliada a essa particularidade, em fung¢do da inespecificidade da reagdo, a

interagdio microrganismo - fluorocromo nio pdde ser confirmada.

4.3. Verificagiio da presenga de anticorpos

Em nenhum dos testes sorologicos, foi observado produgdo de anticorpos
pelos camundongos imunizados.

Pela técnica de microaglutinagdo em gota, houve produgdo de resposta
imunolgica positiva pelos coelhos imunizados (Quadro 2). Entretanto, os testes
de contraimunoeletroforese (CIE) ¢ de imunodifusdo dupla (IDD), que
empregaram o antigeno K. oxyfoca na forma soltvel, ndo forneceram respostas
positivas. Esse fato ndo foi ocasionado por erros na técnica, uma vez que o
antigeno Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (XCV) solivel (controle

positivo) formou a banda de precipitagdo para o seu respectivo antissoro.

Quadro 2 - Titulos obtidos de coelhos imunizados com Klebsiella oxytoca integra

Inoculagdo Microaglutinagdo em gota
Coelho A Coelho B
7 (1V) 16 32
8" (CP) 256 256
9* (CP) 128 128
10" (SC) 128 64
11* (SC) 64 64
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A avaliagiio da resposta imunologica, a partir do antissoro a K. oxytoca
purificado, também ndo apresentou resposta positiva. Como a resposta foi
positiva para XCV (controle positivo), igualmente purificado, concluiu-se que o
procedimento efetuado foi correto.

Uma das hipoteses € a de que outro tipo de imunoglobulina, presente no
antissoro, seria a responsavel pela sua ligagdo ao determinante antigénico na
bactéria, uma vez que o processo de purificagdo retém somente imunoglobulinas
do tipo IgG. Ou, ainda, que uma seqiiéncia de aminoécidos especilica, envolvida
na estrutura secundaria ou terciaria da imunoglobulina, tenha sido alterada
durante o processo de purificagdo, de tal forma que inviabilizasse sua ligagdo ao
antigeno (SCHAAD, 1976). Considerando-se esses resultados, optou-se pela ndo-
continuidade de uso da técnica de purificagdo.

A auséncia de resultados positivos nos testes de IDD e CIE, para os
mesmos antissoros usados na microaglutinagdo em gota que, ao contrario,
forneceram resposta positiva, demonstram impossibilidade de mobilidade do
antigeno K. oxyfoca no gel. Isso foi confirmado num teste em que, numa placa, o
antissoro o K. oxytoca foi incorporado ao égar, ¢ o antigeno K. oxyltoca foi
colocado no orificio central. Em outra placa, inverteu-se a posi¢do dos reagentes,
0 antigeno no agar ¢ o anticorpo o K. oxyfoca no orificio, observando-se a
formagdo de um halo em torno do orificio somente para esse ultimo teste.

Para o sobrenadante coletado das centrifugagdes diferenciais da solugdo
de antigeno K. oxytoca sollvel, as quais poderiam conter particulas de clevado
peso molecular - que poderiam estar interferindo na reagdo - também ndo foi
observado resposta positiva em IDD.

Outro procedimento testado, para imunizagdo de coelhos, foi o
crescimento da bactéria em placa, com conseqiiente raspagem superficial do meio
com alga de Drigalski e coleta das células. Apos solubilizagdo das mesmas, foi
verificado o surgimento das linhas de precipitagdo em todas as técnicas, que

empregavam essa forma de antigeno (Quadro 3), confirmando que, quando a
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bactéria é crescida em placa, hd maior eficiéncia de obtengdo de resposta

positiva.

Quadro 3 - Titulos obtidos de coelhos imunizados por Klebsiella oxytoca, quando
a bactéria foi crescida em placa e solubilizada

Inoculagdo MAG IDD CIE
Coelho A Coelho B Coelho A CoelhoB  Coelho A  Coelho B
4*(1V) 64 256 64 16 Positivo
5*(IV) 128 64 8 16
6" (SC) 256 128 8 16 nd*

IDD = imunodifusdo dupla; MAG = microaglutinagio em gota; CIE = contraimunoeletroforese;
IV = inje¢do intravenosa; SC = injegdo subcuténea; nd* = ndo-determinado.

A formagdo da linha de precipitagdo resultante da intera¢do antigeno-
anticorpo pode ser observada em IDD (Figura 11). A coloragdo com azul de

Coomassie melhorou a visualizagdo das bandas de precipitagdo.

Coelho 1 Coelho 2

A partir da scta, em sentido hordrio, situam-s¢ antissoro o K. oxytoca ndo-diluido, diluido 1/4, 1/8, 1/16,
1/32 e 1/ 64.

Figura 11 — IDD com coloragdo, por azul de Coomassie, das bandas de
precipitagdo. Antigeno Klebsiela oxytoca soliivel no orificio
central.
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O antissoro o XCV testado contra K. oxytoca € XCV (controle positivo)
em CIE demonstrou que o procedimento de CIE foi correto, em virtude da reagio
positiva entre antigeno XCV e seu respectivo antissoro. Além disso, observa-se a
especificidade dos antissoros o K. oxyfoca, uma vez que esses ndo reagiram com

o antigeno XCV (Figura 12).

K.oxytoca O ' “‘/ K.oxytoca 1

&
K.oxytoca o, " K.oxytoca 2

%
XCV . % Koxytocal
XCV - . Koxytoca2
K.oxytoca i ) S XCV

Setas indicam as bandas de precipitagio coradas com azul de Coomassie. Os orificios da esquerda
referem-se aos antigenos soltveis e os da direita, aos antissoros. Os nimeros 1 e 2 sdo as identificagdes
dos coelhos inoculados.

Figura 12 — Contraimunoeletroforese com K. oxytoca € XCV e antissoros o K.
oxytoca.

Nio foi verificada a presenca de bandas pela técnica de CIE, quando se
utilizou, como antigeno para reacdo com antissoro o K. oxyfoca, a solugdo
proveniente da raspagem do meio estéril de crescimento de bactérias. Isso revela
que os constituintes presentes no meio de cultura ndo interferem na reacdo, € que
o procedimento de inoculagdo € obtengdo de anticorpos foi correto, ou seja, os

anticorpos que apresentaram reacdo sdo contra antigenos K. oxytoca.
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Quando foi aplicado K. oxyfoca, XCV e os antissoros o K. oxytoca a
IDD, foi observada a formagdo de bandas de precipitagdo somente para K.

oxytoca (Figura 13), indicando que h4 especificidade do anticorpo.

Figura 13 — IDD para verificar especificidade do anticorpo. K = K. oxytoca
soltvel; X = XCV soluvel; AS (A) = antissoro a. K. oxytoca coelho
A; AS (B) = antissoro & K. oxytoca coelho B.

4.3.1 Imunodot-blot

Nio foi observada qualquer reagdio positiva dos antissoros o K. oxytoca
nio-diluidos e diluidos, soro, antissoro XCV, com K. oxytoca soluvel.

O antigeno XCV nio-diluido e diluido, com seu respectivo antissoro nao-
diluido e diluido, também ndo produziu reagao positiva, 0 que ndo era esperado,
pois reagdes positivas, com O mesmo antigeno e anticorpo, ja haviam sido
observadas em IDD. Portanto, deve ter ocorrido uma inadequag@o na execugdo da
técnica, seja nas diluigdes, seja no uso da membrana de nitrocelulose, a qual pode
ndo estar permitindo a liga¢do do antigeno a sua superficie e, conseqiientemente,
interferindo nas etapas subseqientes.

Sendo essa metodologia realizada apenas como procedimento adicional
para verificar a produgdo do anticorpo, optou-se pela ndo continuidade de novos

ajustes.
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4.3.2 Imunofluorescéncia indireta

Embora tenham-se realizado dilui¢des para a solucdo de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e tenha-se empregado o antigeno K. oxytoca, proveniente de
diferentes meios e em diferentes formas de obtengdo, para reagdo com antissoros
o K. oxytoca, ndao foram obtidos resultados satisfatorios (Figura 14), que

possibilitassem a observagdo da interagfo antigeno-anticorpo in sifu.

A) micpio de po cl B) fotomicroscopio de epifluorescéncia com filtro de excitago de 450 -

480 nm. Barra de escala = 10 pm.

Figura 14 - Imunofluorescéncia indireta com K. oxytoca e 1gG de cabra o coelho
conjugada com FITC 1/40.

Também ndo foi observado aumento da fluorescéncia para o antissoro o
K. oxytoca liofilizado, © qual apresentou titulo de 8.192 pela técnica de
microaglutinagdo em gota. Titulos inferiores a esse (4.000, 5.120), usados para
essa técnica, tém sido relatados por produzirem resposta positiva (MORTON,
1964; MALIN et al., 1983).

As possiveis explicagdes para OS resultados negativos, obtidos nesses
procedimentos, contrarios aos observados por outras metodologias sorologicas,
podem ser decorrentes da presenga de antigeno, em €xcesso, que pode estar

bloqueando a fluorescéncia, por competigio (HARLOW e LANE, 1988); ou,
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ainda, epitopes, presentes na membrana do antigeno, podem estar sendo lavados
ou alterados durante o seu processo de fixagdo a lamina, impossibilitando o scu
reconhecimento pelos anticorpos (HAMMOND ¢ JORDAN, 1990). Outro fator
que pode alterar a intensidade da emissdo fluorescente, deve-se a concentragdo
do FITC (CHERRY, 1970).

As reagdes negativas do antigeno K. oxyfoca com 0 SOro, € da bactéria
XCV com o antissoro o K. oxytoca, indicaram certa especificidade do anticorpo
obtido. Em consegiiéncia, novos testes € adaptagdes s técnicas de
imunofluorescéncia indireta devem ser efetuados para, entdo, iniciar aplicagdo
dessa metodologia in situ, pois, além da auséncia de reagdo cruzada, 0 anticorpo

deve apresentar alta afinidade para o antigeno (SCI ILOTER et al., 1997).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A presenga de microrganismos endofiticos ¢ de seus produtos
metabolitos, em frutos de café, pode afetar negativa ou positivamente a expressao
final da qualidade da bebida do cal€.

Assim, este trabalho teve como objetivo observar, diretamente sobre 0s
cortes de frutos de caf€, Coffea arabica L., a presenca de microrganismos
endofiticos, assim como a sud distribui¢do in situ, utilizando técnicas de
microscopia € imunologicas.

Foram utilizados 0s corantes Giemsa, safranina aquosa, azul de toluidina
O, cristal violeta, técnica de Gram e fluoresceina diacetato, em cortes obtidos por
criomicrotomo. No preparo dos materiais incluidos em parafina, realizou-s¢ a
desidratagdo por série etilica, a parafinizagdo ¢ a coloragdo com safranina de
Johansen e “fast green”. Para 08 testes imunoldgicos, utilizaram-s€ imunodifusido
dupla e radial simples, microaglutinagdo em  gota, contraimunoeletroforese,
imunodot-blot € imunofluorescéncia indireta.

A técnica de coloracgdes biologicas mostrou-se um método rapido para
observagdo de bactérias ¢ leveduras na polpa de frutos de café, porém com baixa
especificidade de reacdo. Todas as coloragdes biologicas empregadas mostraram-
se eficientes, entretanto, ndo foi possivel obter um padrio de coloragdo dos

microrganismos quando isolados e quando in situ.
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Foi possivel observar, tanto nos cortes obtidos em criomicrotomo, quanto
com o material incluido em parafina, a existéncia de um gradiente de distribuigao
dos microrganismos, na polpa do café, com predominio de leveduras em sua
por¢do mais externa.

A técnica de fixagdo e inclusdo do material em parafina mostrou-se
eficiente, pela facilidade de visualizagiio ¢ fixagdo dos constituintes internos ao
fruto e pela redugio do risco de introdugdo de contaminantes externos ao fruto.

Nos cortes de sementes de frutos de caf€¢, obtidos em criomicroétomo ¢
por meio da inclusdo em parafina, observou-se a presenga de bactérias nos
tecidos, indicando que bactérias podem atravessar as barreiras mecanicas da
planta e se localizar na semente. As sementes da variedade IAPAR 59
apresentaram-se isentas de microrganismos.

A aplicagido de fluoresceina diacetato ndo se mostrou eficiente, em
fungdo da autofluorescéncia do tecido vegetal, dificultando a visualiza¢do dos
microrganismos in situ, além da inespecificidade da reagéo.

Pelos procedimentos imunoldgicos, foi  possivel obter anticorpos
especificos para a bactéria K. oxytoca. Porém, a técnica de imunofluorescéncia
para detecgio de microrganismos endofiticos, presentes na polpa de frutos de
café, requer maiores adaptagdes, cm fungdo da baixa resposta fluorescente
observada.

O fato de a microbiota endofitica estar localizada preferencialmente na
polpa, de onde os produtos sdo difundidos para a semente, constituindo assim,
matéria alimentar para o embrido, indica que estudos sobre sua localizag@o no
tecido da polpa constituem uma informagdo adicional, para maior compreensdo

dessa associagdo e de sua influéncia na qualidade da bebida do café.
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APENDICE

Quadro 1A - Safranina aquosa

Componentes

Quantidade

Safranina
Agua destilada

025¢
100 mL

Quadro 2A - Cristal violeta

Componentes (Solugiio A)

Quantidade

Cristal violeta 2g
Agua destilada 100 mL
Componentes (Solugdo B) Quantidade
Oxalato de amdnio 0,8 g
Agua destilada 80 mL
Autoclavar a solu¢do A por 20 min e misturar a solugio B.
Quadro 3A - Giemsa
Componentes Quantidade
Giemsa lg
Glicerol 66 mL
Metanol 66 mL
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Quadro 4A - Azul de toluidina O 0,5%

Componentes Quantidade
Azul de toluidina O 0,5¢g
Alcool 95% 20 mL
Agua destilada 80 mL

Quadro 5A - T ampdo fosfato 0,1M

Componentes Quantidade
Salranina 0,25 g
Agua destilada 100 mL

Quadro 6A - Agar tampdo salina borato - pH 8,3

Componentes Quantidade
Solugdo salina 0,85% 470 mL
Tampdo salina borato pH 8,3 25 mL
Agar nobre 425¢
Agua destilada 500 mL

Quadro 7A - Tampao salina borato - pH 8,3

Componentes Quantidade
Acido borico 6,184 g
Tetraborato de sodio.10H,0 9,3536 g
Cloreto de sorio 4,384 g
Agua destilada 1.000 mL
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Quadro 8A - Tampao acetato 60mM - pH 4,0

Componentes Quantidade
Acetato de sodio 4,92 g
Acido acético glacial 3,44 mL
Agua destilada 1.000 mlL.

Quadro 9A - Tampao salina fosfato 10x - pH 7,6

Componentes Quantidade
NaCl 85 ¢
Na,HPO, 12,36 g
Agua destilada 1.000 mlL.

Quadro 10A - Solugo corante de Azul de Coomassie G-250

Componentes Quantidade
Azul de Coomassie G-25() 5g
Alcool absoluto 450 mL
Acido acético glacial 100 mL
Agua destilada 450 ml.

Quadro 11A - Tampio de corrida - pH 8,6

Componentes Quantidade
Solugdo de NaCl 0,85% 100 mL
Tris 7,268 ¢

Corregdo do 8,6 com o0 uso de HCI 5N.
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Quadro 12A - Tampdo carbonato bicarbonato 0,2M - pH 9,6

Componentes Quantidade
Na2C03 2,1 198 g
NaHCO; 1,68 g
Agua destilada 100 mL

Corregdio do pH com HCI IM / NaOH 1 M.

Quadro 13A - Tampio salina fosfato com 0,05% de Tween 20 (PBST)

Componentes Quantidade
KH,P, 20g
Na,HPO,.2H,0 1,44 g
NaCl 7,947 g
KClI 0,20 g
Agua destilada 1.000 mL
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